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TECHNOLOGY FOCUS 
BIOLOGY - Preferred Components: The 
important elements at the dermo-epidermal 
layer are laminines, integrine alpha2,betal, 
and collagen IV. 

PHARMACEUTICALS - Preferred 
components: 

(1) ursolic acid; 

(2) oleanolic acid; 

(3) palmitoyl pentapeptide having the peptide 
sequence Lys-Thr-Thr-Lys-Ser; and 

(4) white lupin peptide extracts. 

The amount of such materials present may 
comprise (%): ursolic acid (0.001 - 10), 
oleanolic acid (0.00025 - 2.5), palmitoyl 
pentapeptide (0. 1-30 ppm), and lupin extract 
(0.2 - 10). 
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@ COMPOSITIONS COSMETIQUES RENFERMANT AU MOINS UN COMPOSE STIMULANT LA NEOSYNTHESE 
DES LAMININES, ET/OU DE LINTEGRINE ALPHA-2 BETA-1 ET/OU DU COLLAGENE IV DE LA JONCTION 
DERMO- EPIDERMIQUE. 




[5V; Une composition cosmgtique renfermant au moins un 
compose stimulant la ngosynthese d'au moins un element 
important de la jonction dermo-6piderrnique tel que les lami- 
nines, I'integrine a2B1 et le collagfcne IV et renfermant no- 
tamment de I'acide ursolique, de I'acide oleanolique, du 
palmitoyl pentapeptide dans lequel le pentapeptide a la 
sequence: -Lys-Thr-Thr-Lys-Serou un extrait peptidique de 
Lupin blanc. 
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La presente invention concerne de nouvelles compositions 
cosmet.ques renfermant au moins un compose stimulant la neosynthese des 
lammmes, et/ou de I'integrine a2(31 et/ou du co.lagene IV de la jonction dermo- 
epidermique. 

La peau humaine est constitute de trois tissus superposes- 
10 I hypoderme (le plus profond), le derme et enfin I'epiderme (le plus externe) 

Pour assurer son role de premiere protection centre les agressions 
(mecan.ques, chimiques, microbiologiques), I'epiderme a une structure 
hautement difference : depuis la couche basale, ,es cellules appelees 
keratmocytes subissent un processus metabolique de keratinisation qui les fait 
15 se transformer au fur et a mesure qu'e.les migrent vers les couches superieures 
pour f,nalement devenir des corneocytes extremement resistant* et peu 
permeab.es, formant avec les lipides epidermiques secretes par les 
keratinocytes de la couche granuleuse, .e Stratum Corneum, la couche ,a plus 
externe de I'epiderme, en contact avec le milieu exterieur. 
20 Par ailleurs I'epiderme contient d'autres types cellulaires ayant des 

fonctions importantes et a forte capacite de communication : melanocytes 
cellules de Langherans, cellules de Merckel. 

Ce processus de forte differentiation et ces nombreuses 
communications intercellulaires necessitent de nombreux elements nutritifs. Or 
25 I epderme n'est pas irrigue par des vaisseaux sanguins ou lymphatiques. Ces 
elements nutritifs doivent done hi parvenir depuis ,e derme qui, lui, est irrigue ,| 
faut done une diffusion correcte de ces elements a travers la Jonction Dermo- 
Ep.dermique (JDE) qui fait le lien entre ces deux tissus. 

Cette Jonction Dermo-Epidermique, doit en outre gerer la diffusion 
de messagers biochimiques entres les deux tissus. || a ete montre que de 

nombreuses substances emises par chacun de ces tissus interfere* sur 
act, e de rautre (travgux du PrR E Burgeson Smo(a 

Mar 15 ;239(2) .399-410) 

Enfin la JDE doit assurer le contact entre ces deux tissus qui sent de 
35 nature tres differente. 
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Le derme est un tissu constitue d'une substance fondamentale dans 
laquelle baignent peu de cellules (les fibroblastes) et de tres nombreuses fibres 
(collagenes et elastine), ce qui donne au derme une structure amorphe et 
compacte, cependant capable de s'etirer sous une contrainte mecanique puis 
5 de revenir a sa dimension initiale quand la contrainte est relachee. 

L'epiderme est de type stratifie a forte densite de cellules jointives et 

empilees. 

La JDE doit done etre capable d'assurer la cohesion entre ces deux 
tissus aux proprietes mecaniques peu compatibles quand la peau est 
10 mecaniquement deformee. Pour assurer cette fonction, la JDE a une forme en 
vagues fortement marquees. 

Toutes ces raisons font que la JDE a un role tres important d'un point 
de vue metabolique et mecanique pour la bonne sante de la peau. 

Or il est etabli que, au cours du processus du vieillissement, la 
15 qualite de la JDE tend a diminuer : elle s'aplatit et assure beaucoup moins bien 
son role de « ressort » (B.Le Varlet et Al. Journal of Investigative Dermatology 
Symposium Proceedings 3:172-179,1998). 

Le rdle important de la JDE est egalement atteste par la possibility 
de maladies metaboliques quand un des elements de la JDE est absent ou de 
20 mauvaise qualite. On peut citer le cas de la pemphigoTde bulleuse dans laquelle 
I'absence d'un element important (laminine-5) entraTne la formation de bulles : 
l'epiderme se detache du derme et forme des bulles qui evoluent en plaies 
difficiles a cicatriser. 

La structure de la JDE est de mieux en mieux connue : on distingue 
25 quatre couches qui ont chacune des composants specifiques et un role bien 
precis (Allen J., Br. J. Dermatol. 1997 Dec ; 137(6) :907-15),(M.Aumailley, Kidney 
Internat.Vol 47, Suppl.49(1995),pp S-4-S-7). 

On peut citer dans ces elements importants des laminines, des 
integrines et surtout des collagenes parmi lesquels principalement le collagene 
30 IV. 

Pour lutter contre le relachement, la perte de souplesse et de 
tonicite, I'aspect terne et/ou fletri de la peau, des produits cosmetiques se sont 
attaches a revitaliser les elements du derme et/ou de l'epiderme. 
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~ u ::: e ;r nouve " e c ° nsis,e * ,a ~ * *-* 

C-est en selectionnant par deux tests specifies (decrits ci-apres 
dans ,a parte experiment,, des indents actits pour 
decease a decouver, due factde ursolique e, fa.de 
decnts dans ,a Utterature pour ce type de propdetes. son, en M capal 1 
*»* ,a neosyntHese de collagene IV; e, q ua, da plus. r^Z T* 
Palmttoy. pentapaptide - L ys-Thr-T„r-Lys-Ser specie pour cette 
augmentait ,eur pouvoir s ,i mu , ant d , ne fa(on J^J' 6 ^ 

Par a.lleurs ce palmitoyl pentapeptida -lys-Thr.Tnr-Lys-Ser eat 
capable de stirrer ,a synthase de (Wegnna 0*3, e, de lamlnine 

EnSn, la demandarease a decouvert qu'un autre principa actif un 
e*ra„ peptide de ,up in blanc. connu pour sea propdetes 1*2*2 e 
antHCditagenaaea <an,i-me,a„o proteinases, ea, .galemen, capable e sZe 
15 s.gntfcativement la synthese du collagene IV. 

Ces principes actifs seuls ou associes son. done parfaitement aptea 

r : ,ou,e une s * de ,on * ns * - ^ « pa*u,L , a r; 1 

- Omenta tmportants de ,a JDE, comma lea laminines, Hntegrlne o2B * 
facon synergique le collagene IV. 

C'est pourquoi la preaente demande a pour obiet une mm™ 

rr: r r au moins un ~ 

moms un e« de preference deux, padiculleremen, trois elements important* de 
a loncon dermc-epiderm,que a, plus particulieremen, des ^ ~ 6 
I mlegnne o2pi et/ou du collagene IV. 

. Parmi tes eposes stimulant la neosyntheae d'elemen.s importanta 
de ■ ,00*00 dermo-epidermique, on peu, citer de pr^erenca racide 2 T 

formule -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser e. .ea extrai.s peptidiques de Lupin blanc 

ac.de ursolique est un Iriterpene pentacyclique ,'acide 36 
30 ydroxyura,^.^. 0n „ trouve dans ^ ^ J-** 

otamment ,e romartn. „ as, generalemen, associe dana ces plantes a dan 

en o,que). Ces 2 produ ( ts ont beaucoup de propriety 
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biologiques communes comme decrit par Jie Liu dans le « Journal of 
Ethnopharmacology 49 (1995) 57-68) » : effets hepatoprotecteurs, anti- 
inflammatoires, anti-tumoral, hypolipemiant, anti-atherosclerosant, anti- 
ulcereux, antimicrobien, hypoglycemia^, protecteur contre la toxicite induite par 
5 la cyclophosphamide, anti-cariogene, et anti-fertilite. D'autre publications 
detaillent certaines proprietes comme ('inhibition de I'elastase leucocytaire 
humaine (Ying, Biochem. J.(1991) 277,521-526), I'effet protecteur contre la 
lipoperoxydation lipidique (Balanehru, Biochemistry Internal Vol 24, N°5, July 
1991, 981-990), Inhibition de la lipoxygenase et de la proliferation des cellules 
10 leucemiques HL60 (Simon, Biochimica et Biophysica Acta, 1125 (1992) 68-72), 
et enfin I'activite anti-virale (Serra, Pharmacological Reseach, Vol.29, N°4, 
1994, 359-366). 

Les melanges d'acide ursolique/acide oleanolique se presentent 
generalement sous la forme de sel de sodium, les proportions respectives des 
15 deux variant de 80-20 a 70-30 suivant la plante dont sont extraits les dits 
melanges, le purete du melange des deux pouvant aller de 60 a 98%. De ce fait 
les compositions selon ('invention pourront contenir Tun I'autre ou les deux 
acides. 

L'extrait peptidique de lupin blanc (variete L albus) contient des 
20 peptides purs de faible poids moleculaire, obtenus a partir de graines delipidees 
selon un procede biotechnologique eliminant des polysaccharides. Ce procede, 
qui comprend les etapes unitaires de solubilisation des proteines vegetales, 
d'hydrolyse enzymatique et d'ultrafiltrations, permet d'obtenir des peptides 
comprenant 5 a 6 motifs d'acides amines en moyenne. Ce type de produit est 
25 commercialise notamment par la Societe Expanchimie sous le nom commercial 

de « Actimp1.9.3 » et il est connu pour ses proprietes inhibitrices des matrice 

metallo proteinases (MMP). Le produit est une solution aqueuse qui contient 
environ 10% de matieres seches ; son pH est de 6,5 a 7,5. 

Le palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser est mimetique d J un 
30 fragment de procollagene de type I. II est obtenu par synthese peptidique et 
ensuite lie a une chaine palmitique pour lui conferer une meilleure lipophilie et 
done une meilleure penetration cutanee. Le palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr- 
Thr-Lys-Ser est commercialise par la Societe Sederma sous le nom commercial 
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Matrixyl®. inclus dans un gel a la dose de 100 pp m , „ gel contenant 25% 
env.ron d'eau. 20% environ de butylene glycol, 1% environ de carbomer et 
0,5% environ de polysorbate 20. Le produit commercial se presente sous forme 
dun gel opalescent blanchatre, de pH 4 a 6, de densite a 20X de 1 140 a 
1,160, ayant un indice de refraction a 25>C compris entre 1,425 et 1,445 ' 

Dans des conditions preferential les de mise en oeuvre de Invention 
une composition ci-dessus renferme de I'acide ursolique etAou de I'acide 
oleanolique et en outre le palmitoy. pentapeptide dans leque. le pentapeptide a 
la formule : -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser. 

Dans les compositions selon Invention, I'acide ursolique pourra 
representor par exemple de 0,001 % a 10 %, notamment de 0,01% a 5% de 
preference de 0,05 % 4 2 % et tout particulidrement de Q Q7 % , ^ % ^ 
composition terminee. 

L'acide oleanolique pourra representer par exemple de 0,00025 % a 
15 2,5 %, notamment de 0,0025 % a 1,3 %, de preference de 0,0125 % a 0 5 % et 
tout particulierement de 0,0175 % a 0,25 % de la composition terminee ' 

Le palmitoyl pentapeptide pourra representer par exemple de 0 1 a 
30 ppm, notamment de 0,5 a 20 ppm, de preference de 1 a 15 ppm et lout 
particulierement de 2 a 1 0 ppm de la composition terminee 

20 de o , o/ L rr peptidique de Lupin b,anc p ° urra repr§semer P ar ~ 

de 0,2 /o a 10 %, notamment de 0,5 % a 5%. de preference de 0,7 % a 4 % et 
tout particulierement de 1 % a 3 % de la composition terminee 

nmv < Cit6r ^ PartlCU,i6rement ,es compositions contenant de 

0,01 a a 5% d'acide ursolique/acide oleanolique associe a 0,1 a 30 ppm de 
25 pantoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser et cel.es contenant de 0 2% a 2% 
(f ac.de ursolique/acide oleanolique associe a 1 a 10 ppm de' palmitoy, 
pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser. 

Des associations particulierement preferees de principes actifs sont 
des associations dans la meme composition 
30 - d'acide ursolique et d'acide oleanolique, 

- d'acide ursolique et/ou d'acide oleanolique et de palmitoyl 
pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser, 



- d'acide ursolique et/ou d'acide oleanolique et d'extrait peptidique de 
Lupin blanc, 

- d'acide ursolique et/ou d'acide oleanolique, de palmitoyl 
pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser et d'extrait peptidique de Lupin blanc. 

Les compositions selon I'invention sont essentiellement destinees a 
etre appliquees sur la peau. Elles prendront avantageusement la forme de gels 
hydro-alcooliques ou hydro-glycoliques, d'emulsions eau/huileou huile/eau, 
avec ou sans emulsionnants, avec ou sans phases lamellaires, d'emulsions 
triples eau/huile/eau ou huile/eau/huile, de micro emulsions, de mini-emulsions. 

Les compositions objet de la presente invention possedent de tres 
interessantes proprietes. Elles sont doues notamment de remarquables proprietes 
dans la lutte contre les effets du vieillissement cutane. 

Ces proprietes sont illustrees ci-apres dans la partie experimental. 
Elles justifient I'utilisation des compositions ci-dessus decrites a titre de 
compositions cosmetiques. 

Les compositions selon la presente invention trouvent leur emploi par 
exemple dans la lutte tant curative que preventive contre les effets du 
vieillissement cutane. 

Elles trouvent aussi leur emploi dans les soins du visage et du corps 
pour lutter contre le relachement cutane, dans les soins d'amincissement, tant 
pour les peaux sensibles que matures que grasses. 

Les compositions selon la presente invention sont preparees selon les 
methodes usuelles. Le ou les composes actifs peuvent y etre incorpores a des 
excipients habituellement employes dans les compositions cosmetiques destinees 
a la voie topique, tels que la glycerine, le sorbitol, les stearates, les PEG, les 
silicones, le beurre de cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras 
d'origine animale ou vegetale, les derives paraffiniques, les glycols, les alcools ou 
acides gras, divers agents mouillants, dispersants ou emulsifiants, les 
conservateurs, les parfums. 

La presente invention a encore pour objet un precede de preparation 
d'une composition ci-dessus decrite, caracterise en ce que Ton melange, selon 
des methodes connues en elles memes, le ou les principes actifs avec des 
excipients acceptables, notamment cosmetiquement acceptables. En general, on 
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preparera separement une phase aqueuse et une phase grasse, puis on les 
melangera a chaud sous agitation. 

La presente demande a encore pour objet ('utilisation d'un compose 
stimulant la neosynthese d'au moins un et de preference deux, particulierement 
5 trois elements importants de la jonction dermo-epidermique et plus 
particulierement des laminines, et/ou de I'integrine oc2(31 et/ou du collagene IV 
pour le traitement de la peau et notamment dans la lutte tarit curative que 
preventive contre les effets du vieillissement cutane, ainsi qu'un procede de 
lutte tant curative que preventive contre les effets du vieillissement cutane dans 
10 lequel on applique par voie topique une quantite efficace d'une composition 
telle que decrite ci-dessus. 

Les conditions preferentielles de mise en oeuvre des compositions ci- 
dessus decrites s'appliquent egalement aux autres objets de (Invention vises ci- 
dessus. 

15 

Les exemples qui suivent illustrent la presente invention. 
Exemple 1. : Creme anti-rides 



4g 



20 On a prepare une creme anti-rides pour les peaux normales et les 

peaux mixtes comme suit ; 

On prepare la phase grasse suivante : 
Alcool cetylique et stearate de glyceryle et stearate de PEG-7S 
et ceteth-20 et steareth-20 
25 Huile de jojoba 3g 

Triglycerides capryliques/capriques 3g 

Esters de jojoba 1 g 

Polyisobutene hydrogene 2g 

Cyclomethicone 5 g 
30 Ce melange est porte a 70°C et bien homogeneise. 

Par ailleurs, on prepare la phase aqueuse suivante : 

Eau purifiee quantite suffisante pour (QSP) 1 0Og 

EDTA tetrasodique 0,05g 

Sorbitol 2g 
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Cellulose <|g 

Billes de silice enrobees d'oxyde de titane et d'oxyde de fer 1 g 
Copolymere sodium acryloydimethyltaurate et isohexadecane et 

Polysorbate 80 2g 

5 Tous les ingredients de la phase aqueuse sont dissous dans I'eau et 

I'ensemble est porte a 70°C. 

La phase grasse, homogene et chauffee a 70°C, est versee 
lentement sur la phase aqueuse portee a la meme temperature, sous agitation 
assez vive. L'agitation est maintenue pendant 10 minutes apres la fin de 
10 ('introduction de la phase grasse. L'emulsion huile dans eau se forme. 

Ensuite, l'emulsion est refroidie sous agitation moderee. 

Quand la temperature atteint 40°C, on ajoute successivement sous 
agitation moderee: 

Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser 3g 
1 5 Extrait de Lupin blanc 1 g 

Acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium 

Polyethylene glycol 400 (PEG400) (10/90) 2g 
Hyaluronate de sodium 0,5g 
Conservateurs 0, 1 5g 

20 Parfum 0 t 35g 

Apres homogeneisation, l'emulsion est refroidie jusqu'a 30°C sous 
agitation lente. 

On obtient ainsi une emulsion de couleur rosee, de consistance 
agreable, adaptee pour les peaux normales et mixtes. 



25 



Exemple 2. : Emulsion cosmetique 



On prepare la phase grasse suivante : 
Alcool cetylique et stearate de glyceryle et stearate de PEG-7S 

30 et ceteth-20 et steareth-20 4g 

Huile de jojoba 4g 

Triglycerides capryliques/capriques 4g 

Esters de Jojoba 1g 

Polyisobutene hydrogene 4g 
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Stearate d'isocetyle 4g 

Ricinoleate de cetyle 4 g 
Beurre de karite 1g 

Huile de silicone (phenyl trimethicone) 5g 

5 Huile de silicone (dimethicone) 2g 

Dipentaerythrityl hexacaprylate/hexacaprate 3 g 
Ce melange est porte a 70°C et bien homogeneise. 
Par ailleurs, on prepare la phase aqueuse suivante : 

Eau purifiee quantite suffisante pour (QSP) 1 0Og 

1 0 EDTA tetrasodique 0 05g 

Sorbitol 3g 

Glycerine 4 g 

Polymethacrylate de glyceryle /propylene glycol 5 g 

Cellulose 2g 

1 5 Billes de silice enrobees d'oxyde de titane et d'oxyde de fer 1 g 
Copolymere acryloyldimethyltaurate de sodium et isohexadecane et 

polysorbate 80 ^ 2 5 g 

Tous les ingredients de la phase aqueuse sont dissous dans I'eau et 
('ensemble est porte a 70°C. 

20 La Phase grasse, homogene et chauffee a 70°C, est versee 

lentement sur la phase aqueuse portee a la meme temperature, sous agitation 
assez vive. L'agitation est maintenue pendant 10 minutes apres la fin de 
(Introduction de la phase grasse. L'emulsion huile dans eau se forme. 
Ensuite, l'emulsion est refroidie sous agitation moderee. 

25 Quand la temperature atteint 40°C, on ajoute successivement sous 

agitation moderee: 



Gel de palmitoyl pentapeptide - Lys-Thr-Thr-Lys-Ser 3 g 

Extrait de lupin blanc 1g 
30 Acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium 

Polyethylene glycol 400 (10/90) 2 g 

Hyaluronate de sodium 0 ig 

Conservateurs 0 15g 
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Parfum 0,45g 
Apres homogeneisation, I'emulsion est refroidie jusqu'a 30°C sous 
agitation lente. 

On obtient ainsi une emulsion de couleur rosee, de consistance 
agreable, adaptee pour les peaux seches et tres seches. 





Exemple 3. : Creme de type huile/eau 

• WW 






On prepare la creme de type huile/eau suivante : 
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La phase grasse est constitute de : 






Dimethicone copolyol et triglycerides capryliques/capriques 


3g 




Neopentanoate d'isodecyle 


5g 




Polyisobutene hydrogene 


5g 




triglycerides capryliques/capriques 


5g 


15 


Huile de jojoba 


5g 




Alcool cetylique 


ig 




Acide stearique 


ig 




Cire d'abeilles 


ig 




Stearate de glycerol 


0,5g 


20 


Huile de silicone (Dimethicone) 


2g 




Cette phase grasse est chauffee a 70°C et bien homogeneisee. 




Par ailleurs on prepare la phase aqueuse suivante : 






Eau purifiee quantite suffisante pour (QSP) 


100g 




EDTA tetrasodique 


0,05g 


25 


Glycerine 


3g 




Sorbitol 


2g 




Carbomer 


0,25g 




Gomme xanthane 


0,2g 




Biosaccharide Gum-1 


5g 


30 


Polyethylene glycol 400 


2g 




Methyle paraben 


0,25g 




Propyle paraben 


0,1 5g 




Soudea 10% 


0,5g 



11 



2813018 



Tous les ingredients de la phase aqueuse sont dissous dans I'eau et 
I'ensemble est porte a 70°C. 

La phase grasse, homogene et chauffee a 70°C, est versee 

lentement sur la phase aqueuse portee a la meme temperature, sous agitation 

5 assez vive. L'agitation est maintenue pendant 10 minutes apres la fin de 

I'introduction de la phase grasse. L'emulsion huile dans eau se forme. 

Ensuite, l'emulsion est refroidie sous agitation moderee'. 

Quand la temperature atteint 40°C, on ajoute successivement sous 
agitation moderee: 

10 Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser 1 og 

Extrait de lupin blanc 0 5g 

Acide ursolique/acide oleanolique, ethoxydiglycol (10/90) o,2g 

Parfum 0,359 

Apres homogeneisation, l'emulsion est refroidie jusqu'a 30°C sous 
15 agitation lente. 

On obtient une creme blanche onctueuse, au toucher tres frais. 
Exemple 4. : Composition cosmetique 

20 On a prepare la creme eau/huile suivante : 

La phase grasse est constitute de : 

Copolyol cetyl dimethicone 3g 

Neopentanoate d'isodecyle 5g 

Polyisobutene hydrogene 1 5g 

25 Triglycerides capryliques/capriques 1 5g 

Huile de jojoba 1 5g 

Behenate de dimethiconol 1 5 

Copolymere de cyclomethicone et dimethicone 1 og 
Cette phase grasse est chauffee a 60°C et bien homogeneisee. 
30 Pa r ailleurs on prepare la phase aqueuse suivante : 

Eau purifiee quantite suffisante pour (QSP) 1 oog 

Chlorure de sodium 0 5g 

Glycerine 2 g 
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Sorbitol 



2g 
2g 

0,25g 
0,1 5g 



Polyethylene Glycol 400 
Methyle paraben 
Propyle paraben 



Tous les ingredients de la phase aqueuse sont dissous dans I'eau et 
I'ensemble est porte a 60°C. 

La phase grasse, homogene et chauffee a 60°C, est versee 
lentement sur la phase aqueuse portee a la meme temperature, sous agitation 
assez vive. L'agitation est maintenue pendant 10 minutes apres la fin de 
('introduction de la phase grasse. L'emulsion eau dans huile se forme. 



Quand la temperature atteint 40°C, on ajoute successivement sous 
agitation moderee: 



Apres homogeneisation, l'emulsion est refroidie jusqu'a 30°C sous 
agitation lente. 

On obtient une creme blanche tres onctueuse, pouvant etre 
appliquee la nuit. 



Ensuite, Temulsion est refroidie sous agitation moderee. 



Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser 
Extrait de lupin blanc 

Acide ursolique/acide oleanolique, ethoxydiglycol (10/90) 
Parfum : 



10 

2g 

10% 



0,35% 



Exemple 5. : Creme huile/eau a phases lamellaires 



On a prepare la creme huile/eau a phases lamellaires suivante : 
La phase grasse est constitute de : 



Alcool cetearylique et Glucoside cetearylique 6 g 

Stearate d'octyle 2g 



Cire d'abeilles 1,5g 
Propylene glycol dicaprylate/dicaprate 2,5g 



Huile de jojoba 4g 
Beurre de karite 4g 
Huile de silicone (Dimethicone) 2g 
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Cette phase grasse est chauffee a 80°C et bien homogeneisee. 

Par ailleurs on prepare la phase aqueuse suivante : 
Eau purifiee quantite suffisante pour (QSP) 100g 
EDTA tetrasodique 0,05g 
Polymethacrylate de glyceryle et propylene glycol I0g 
Polyethylene glycol 400 2g 
Methyl paraben 0,25g 
Propyl paraben 0, 1 5g 

O-Cymen-5-ol 0,1g 

Tous les ingredients de la phase aqueuse sont dissous dans I'eau et 
Pensemble est porte a 80°C. 

La phase grasse, homogene et chauffee a 80°C, est versee 
lentement sur la phase aqueuse portee a la meme temperature, sous agitation 
assez vive. L'agitation est maintenue pendant 10 minutes apres la fin de 
Introduction de la phase grasse. L'emulsion huile dans eau se forme. 

Ensuite, l'emulsion est refroidie sous agitation moderee. 

Quand la temperature atteint 40°C, on ajoute successivement sous 
agitation moderee: 

Gel de palmitoyl pentapeptide-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser 5g 
Extrait de lupin blanc 5g 
Acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium/ 

Polyethylene glycol 400 (20/80) 1 o% 

Parfum 0,35% 

Apres homogeneisation, Temulsion est refroidie jusqu'a 30°C sous 
agitation lente. 

On obtient une creme blanche tres onctueuse, a phases lamellaires, 
qui peuvent faciliter la penetration des principes actifs et en prolonger 
I'hydratation. 



Etude pharmacologique 
Cytotoxicity 
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L'ensemble de ces produits et melanges ci-apres se sont averes ne 
pas etre cytotoxiques aux concentrations utiles, dans les conditions decrites 
dans ('experimentation 1 . 

5 Experimentation 1 : Effet des produits testes sur la production de 

collagene IV, de laminine et d'integrine a2p1 par des fibroblastes humains 
(methode immuno enzymatique de type immunoempreinte) 

On a teste les produits et melanges suivants : 
10 - P1 : Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser a 1 ou 2% 

- P2 : Extrait de Malt a 1 ou 2% 

- P3 : Extrait de Levure 2 ou 3% 

- P4 : Acide ursolique/acide oleanoiique, set de sodium a 0,0037 ou 0,0075% 

- M1 : Melanges P1(2%) +P2(2%) ou P1(1%) +P2(1%) 
15 - M2 : Melanges P1(2%)+ P3 (3%) ou P1(1%)+P3(2%) 

- M3 : Melanges P1(2%)+ P4(0,0075%) ou P1(1%)+ P4(0,0037%) 

- M4 : Melanges P2(2%)+ P3(3%) ou P2(1%)+ P3(2%) 

- M5 : Melanges P2(2%)+ P4(0,0075%) ou P2(1%)+ P4(0,0037%) 

- M6 : Melanges P3(3%)+ P4(0,0075%) ou P3(2%)+ P4(0,0037%) 

20 - TGFp (transforming growth factor p) humain (TGFp, Sigma T7039) 10 ng/ml 
(final) 

- Acide retinoique (AR, « all-trans retinoic acid », Sigma R2625)10" 8 M, connu 
pour son effet antivieillissement. 

25 On procede comme suit : 

On ensemence des fibroblastes dermiques humains normaux 
(NHDF, R8PF2, utilises au 8e passage) dans un milieux MEM/M199 (Gibco) 
sans serum. On les cultive jusqu'a confluence a 37°C et sous 5% de C0 2 . Puis 
on traite en triplicata respectivement avec les 12 preparations ou melanges en 
30 continu pendant 72H . 

Les tapis cellulaires sont observes a la fin des traitements et les 
echantillons sont congeles a -80 °C. A la fin des traitements, les milieux de 
culture sont complements par du dodecyl sulfate de sodium (SDS) (1 % final), 
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les proteines cellulaires et extracellulaires sont extraites pendant 30 min sous 
agitation; I'extraction est completee par une sonication douce de tous les 
echantillons. 

On procede alors a une immunoempreinte : Les fractions proteiques 
5 sont transferees sur nitrocellulose (Hybond, ECL, Amersham), a I'aide d'un 
module MilliBlot (Millipore, transfert sous vide). Deux nitrocelluloses sont 
utilisees pour chaque anticorps utilise (8 membranes en tout; '45 spots par 
membrane). Pour chaque serie, des puits controles (sans cellule) avec du 
milieu de culture contenant les produits a I'essai a la plus forte concentration 
10 sont realises (ceci afin de detecter une eventuelle reconnaissance du produit a 
I'essai par I'un ou I'autre des anticorps). D'autre part, des controles sans 
anticorps primaires ont ete realises (cellules non traitees). 

Les membranes ont ete saturees par incubation 16 heures (4 °C) 
dans un tampon phosphate PBS/0,05 % Tween 20/5 % lait ecreme (PBSTL). 
1 5 Les bandes de puits controles sans anticorps primaire ont ete decoupees pour 
traitement a part (incubation avec le conjugue-peroxydase seulement). Apres 
lavages, les sites antigeniques specifiques ont ete marques par les anticorps 
primaires (voir tableau ci-dessous) aux dilutions indiquees (dans du PBSTL, 
voir tableau ci-dessous), pendant 1 h, a 37 °C. Les anticorps primaires fixes ont 
20 ete reveles par un conjugue anti-immunoglobulines-peroxydase. Apres lavages 
extensifs en PBS/0,05 % Tween 20 (PBST), I'activite peroxydase a ete revelee 
par la methode ECL (Enhanced ChimiLuminescence, Amersham), sur film 
Kodak MP. La saisie des images a ete realisee sur GelPrint 2000i 
(BioPhotonics Corp.); les analyses densitometriques ont ete obtenues a I'aide 
25 du logiciel One-D-Scan (Scanalytics). 

Le parametre devaluation est I' hydrolyse MTT. 

Les differents anticorps utilises sont les suivants : 
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marqueur 


anticorps primaire 


reference 


dilution 


p-actine 


monoclonal 


Sigma A4700 


1/500e 


ii ucyi ii ic ciz^p i 


melange polyclonal anti-cui 
+ polyclonal anti-pi 


onemicon Aony44 
Chemicon AB1952 


1/500e 
1/500e 


laminine 


polyclonal 


Chemicon AB19012 


1/500e 


collagene IV 


polyclonal 


Rockland 600-401-106-0.1 


1/1000e 



marqueur 


anticorps secondaire 


reference 


p-actine 


RAM-peroxydase (Blot) 
ou GAM-FITC (immunofluo.) 


Sigma A9044 
Tebu M30801 


integrine a2p1 


GAR-peroxydase (Blot) 
ou GAR -FITC (immunofluo.) 


Sigma A9169 
Tebu L42001 


laminine 


GAR-peroxydase (Blot) 
ou GAR -FITC (immunofluo.) 


Sigma A9169 
Tebu L42001 


collagene IV 


GAR -peroxydase (Blot) 
ou GAR -FITC (immunofluo.) 


Sigma A9169 

Tebu L42001 

, .-. 



Les donnees brutes sont transferees et traitees sous le logiciel 
PRISM® (Graph Pad Software). Les comparaisons intergroupes ont ete 
5 realisees par analyse de variance (AN OVA), a I'aide du test de comparaison 
multiple de DUNNETT. 

Immunofluorescence 

Les controles en immunofluorescence ont ete realises sur des tapis 
10 cellulaires non traites (temoins), fixes au methanol a -20 °C et seches. Le 
principe, les reactifs et les temps ont ete les memes que pour 
rimmunoempreinte. Les anticorps secondaires etaient des conjugues - N- 
isothiocyanate de fluoresceine (FITC) (voir tableau ci-dessus) au lieu de 
conjugues peroxydase. Les noyaux cellulaires ont ete colores par incubation 
15 dans une solution de colorant de Hoechst 1 pgfn\\ (bis-benzimide, Sigma 
B1155). 

Les coupes ont ete observees au microscope en epifluorescence 
(NIKON, Diaphot 300). 
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Les saisies damages ont ete realisees a I'aide d'une camera 
COHU pilotee par un logiciel Visiolab 200. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

5 Globalement, I'acide retinoique (10" 8 M) et le TGF p (10 ng/ml) n'ont 

pas (ou peu) stimule la production des marqueurs selectionnes, alors qu'une 
efficacite relative du TGF p vis a vis de la production de collagene IV et de 
laminine pouvait etre attendue. 
Effet sur I'actine 

10 L'actine a ete prise comme marqueur de reference pour montrer que 

le modele de cellules utilise etait valide. Une relative fluctuation des resultats a 
ete observee avec I'anticorps monoclonal anti-actine. En regie generate, aucun 
des produits ou melanges n'a montre de stimulation notable de Texpression 
d'actine (pas de proliferation cellulaire accrue de fa?on significative; 

15 Texperience a ete realisee a confluence). D'autre part, les produits et melanges 
n'ont pas reduit de fagon significative la production d'actine, bien que I'Extrait 
de Malt (2 % et 1 %) et I'acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium 
(0,0075 %) aient eu apparemment tendance a diminuer le signal mesure. 

A noter une interference avec Textrait de levure : le produit seul 

20 (sans cellule) produit un signal visible suggerant qu'une composante du produit 
est reconnue par I'anticorps monoclonal anti-actine. 

Effet sur Tintegrine a2pi 

Le gel de palmitoyl pentapeptide-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser teste seul aux 
25 deux concentrations selectionnees a conduit a une augmentation du signal 
integrine a2p1. 

Les autres produits testes n'ont pas montre d'augmentation 
significative (reproductible) d'integrine a2p1. 

A noter un tres fort signal obtenu avec I'extrait de levure; ce produit 
30 contient des composants ayant des epitopes reconnus par Tun ou I'autre des 
anticorps anti-integrine du melange utilise. II semble done hautement probable 
que ce produit contienne des composants proteiques d'origine cellulaire, et cela 
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en quantite non negligeable. L'activite de ce produit sur la production d'integrine 
ot2p1 ne peut done etre mesuree en utilisant les conditions experimentales de 
cet essai. 

Les melanges contenant I'extrait de malt, I'extrait de levure et l'acide 
5 ursolique/acide oleanolique, sel de sodium n'ont pas montre d'activite 
significative. 

♦ 

Effet sur la laminine 

Le gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser teste seul a 
0 2 % et 1 % a stimule de fa9on significative la production de laminine par les 
NHDF. 

L'extrait de malt, I'extrait de levure et l'acide ursolique/acide 
oleanolique, sel de sodium n'ont pas montre de stimulation significative dans 
ces conditions experimentales. 
5 Les melanges ont montre des activites variables. 

Effet sur le collagene IV 

Les mesures de production relative de collagene IV ont montre des 

resultats homogenes. 
0 Le gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser a fortement 

stimule la production de collagene IV ; d'autre part, tous les melanges 

contenant le gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser ont stimule 

d'un facteur superieur a 2 fois la production de collagene IV. 

L'extrait de malt et I'extrait de levure n'ont pas montre de stimulation 
5 significative. A noter que, comme pour la laminine, I'extrait de levure n'est pas 

reconnu par I'anti-collagene IV (pas de signal significatif dans le controle de 

I'extrait de levure sans cellules). 

L'acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium a 0,0075 % a 

montre une intensification significative du signal (facteur 1,5) ; une stimulation 
3 plus faible (non significative) a ete observee a 0,0037 %. Les melanges 

contenant l'acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium a 0,0075 % ont 

une activite du meme ordre que le produit seul. 
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Les resultats obtenus avec les produits isoles sont reportes dans le 
tableau ci-dessous (analyse densitometrique, resultats en % par rapport au 
temoin non traite). 



Traitements 


Integrine 


Laminine 


Collagene IV 


6 Actine 


- 


a261 








P1 a2%(P11) 


+ 1 04% 


+ 55% 


+ 1 60% . 


- 1 2% 


P1 a1%(P12) 


+ 1 25% 


+ 27% 


+ 122% 


-13% 


P2a2%(P21) 


+ 20% 


-4% 


-6% 


- 28% 


P2 a 1 % (P22) 


- 10% 


-3% 


-6% 


- 30% 


P3a3%(P31) 


+ 516% 


-10% 


+ 21% 


-10% 


P3a 2% (P32) 


+ 429% 


- 20% 


+ 9% 


-5% 


P4 a 0,0075% (P41) 


+ 44% 


- 23% 


+ 59% 


-25% 


P4 a 0,0037% (P42) 


+ 31% 


-21% 


+ 24% 


-19% 


TGF p 


+ 4% 


0% 


^19% 


^14% 


Acide retinoique 


-3% 


-18% 


-13% 


-8% 


Temoin 


0% 


0% 


0% 


0% 



Les resultats obtenus avec les melanges sont reportes dans le 
tableau ci-dessous. 







20 
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Integrine a201 


Laminine 


Collagene IV 


8 Actine 


M11 (P11/P21) 


+ 1 3% 


+ 14% 


+ 198% 


-1 2% 


M12 (P12/P22) 


+ 3% 


+ 20% 


+ 147% 


-14% 


M21 (P11/P31) 


+ 528% 


+ 5% 


+ 1 52% 


-7% 


M22 (P12/P32) 


+ 481 % 


+ 16% 


+ 139% 


+2% 


M31 (P11/P41) 


- 3% 


+ 7% 


+ 102% 


-46% 


M32 (P12/P42) 


+ 35% 


+ 35% 


+ 124% 


-28% 


M41 (P21/31) 


+ 620% 


+ 11% 


+ 2% 


-12% 


M42 (P22/32) 


+ 662% 


+ 24% 


- 1 5% 


+1% 


M51 (P21/P41) 


- 1 8% 


- 1 9% 


+ 51% 


-36% 


M52 (P22/42) 


-31% 


-7% 


- 26% 


-34% 


M61 (P31/P41) 


+ 420 % 


+ 14% • 


+ 59% 


+8% 


Mbz (ro2/4z) 


+ OOZ70 


. o AO/ 

+ 30% 


• 0*10/ 

+ 31% 


• A a o/ 

+11% 


TGF 3 


- 30% 


+ 14% 


- 39% 


-20% 


Acide 


- 28% 


- 12% 


A _A A / 

-41% 


-16% 


retinoique 










Temoin 


0% 


0% 


0% 


0% 



Conclusions : 

Le gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser (P1) stimule la 
production des trois marqueurs de la jonction dermo-epidermique selectionnes. 
5 L'activite du produit est particulierement nette sur le collagene IV. 

L'extrait de malt (P2), seul ou en melange n'a pas montre d'activite 
particuliere. 

L'Extrait de levure (P3) a produit des artefacts avec I'anticorps anti- 
actine et surtout avec Tanticorps anti-integrine. Le produit seul ou en melange 
10 n'a pas montre d'activite particuliere en ce qui concerne la laminine et le 
collagene IV. 

L'acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium (P4) a stimule la 
production de collagene IV. L'effet observe est moins net qu'avec le gel de 
palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser ; cet effet est cependant 
15 apparemment reproductible (reproduit avec les melanges contenant acide 
ursolique/acide oleanolique, sel de sodium). 
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Experimentation 2 : Evaluation de Tactivation de la neosynthese de 
collagene IV dans le modele d'epiderme reconstruit SkinEthic®. 

5 On a teste les produits suivants 

- Placebo : PEG400/eau purifiee( 10/90) ; appelee Po 

- Formulation 1 : Acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium a 0,1%, 
appele F1 

- Formulation2 : Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser a 3%, 
10 appele F2 

- Formulation 3 : melange decide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium a 
0,1% et de Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser a 3%, appele 
F3 

- Formulation 4 : Extrait de lupin blanc a 1%, appele F4, 

15 (F1, F2, F3, et F4 sont utilises en solution aqueuse dans 10 % final de PEG 
400), comme suit : 

On utilise des epidermes reconstruits de type Skinethic de 13 jours 
(4 cm 2 ), cultives dans du milieu Skinethic. On verifie I'expression des 
messagers integrine a2, pi et collagene IV dans les epidermes reconstruits par 

20 methode RT-polymerase chain reaction (RT-PCR). 

20 epidermes ont ete traites par les formulations ou le placebo, en 
application topique, a raison de 5 mg/cm 2 par epiderme (20 pi). Quatre 
epidermes ont ete traites avec 20 pi pour chaque produit ; pour chaque 
traitement, deux epidermes ont ete cultives pendant 18 h et extraits pour 

25 analyse ; les deux autres epidermes de chaque lot ont ete a nouveau traites et 
re-cultives pendant 48 h supplementaires avant extraction (72 h de traitement 
en tout). 

On analyse alors les ARN par northern blot et les proteines par 
southern blot. 

30 

Analyse des ARN par northern blot 
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On a prepare les sondes ADN ci-apres a partir des fragments 



cTADNc realises lors des etapes preliminaires, apres reamplification et 
purification. 



Marqueur 


Amorceur 


Taille de I'ADNc 


p-actine 


(+) 5'-CTACGTCGCCCTGGACTTCGAGC-3' 
(-) 5'-GATGGAGCCGCCGATCCACACGG-3' 


385 


integrine a2 


(+) 5-GACCATTGTCCAGAAGACATCTCATGGC-3' 
(-) 5'-TACCAAGAGCACGTCTGTAATGGTGTCT-3' 


366 

■ 


integrine pi 


(+) 5"-CAAGGTAGAAAGTCGGGACAAATTACCC-3' 
(-) 5-GGATTGACCACAGTTGTTACGGCACTCT-3* 


231 


collagene IV 


(+) 5'-GTACTGCAACCCTGGTGATGTCTGC-3' 
(-) 5'-GAATATCCGATCCACAAACTCCGCC-3' 


231 



5 Schematiquement, on a procede a Pamplification du brin antisens de 

chaque ADNc en utilisant le melange reactionnel suivant (25 pi; concentrations 
finales): 25 U/ml RedTaq (Sigma D4309); 2.5 pi tampon RedTaq 10x; 20 pM 
dTTP; 20 pM dCTP; 20 pM dGTP; 2 pM [a- 32 P]-dATP (15 pi, 150 pCi, 3000 
Ci/mmol, Amersham PB10204); 1 ng/pl ADNc purifie; 1 pM Amorceur antisens 

10 (-). Conditions de PCR: 94 °C 2 min; puis 30 fois la sequence (95 °C 1 min, 55 
°C 1 min, 72 °C 2 min), puis 1 cycle d'elongation de 7 min, a 72°C puis procede 
a la purification des 3 sondes sur 3 colonnes Chroma Spin-200 (Clontech 
S0269), selon les directives du fournisseur; suivie de la purification par 
comptage en scintillation liquide ; rassemblement des fractions relatives a 

15 chaque sonde. 

Extraction d'ARN total, electrophoreses et transfert 
A la fin du traitement, les epidermes ont ete dissocies de leur nacelle 
et congeles immediatement ( -80 °C) dans 1,25 ml de Tri-Reagent (TR, Sigma 
20 T9424), en tube Eppendorf sans RNAse. 

Le northern blot a ete realise comme suit 

- decongelation des echantillons, broyage extensif et elimination des 
particules solides (membrane-support...) 

- extraction de TARN total de chaque epiderme selon la 
25 methodologie preconisee par le fournisseur de Tri-Reagent (Sigma) ; la fraction 

renfermant les proteines a ete gardee pour analyse a part. 
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- solubilisation de TARN extrait dans 50 \j\ d'eau sans RNAse (eau- 
DiEthylPyroCarbonate (DEPC) (Maniatis et a/., 2nd ed.). 

- verification de la qualite et de I'homogeneite des echantillons d'ARN 
apres separation d'un aliquote (2 pi) par electrophorese en gel 

5 d'agarose/formaldehyde en presence de bromure d'ethydium (Maniatis et a/., 
2nd ed.). Observation sous UV et saisie des images sur GelPrint 2000i 
(BioPhotonics Corp.) ; 

- quantification de TARN par mesure de ('absorption a 260 nm ; 
ajustement des solutions d'ARN a 1 |jg/(j| ; 

10 - separation de chacun des echantillons d'ARN sur 4 gels 

d'agarose/formaldehyde (2 pg d'ARN/puits pour I'actine et les integrines; 5 
(jg/puits pour le collagene IV) 

- transfert par capillarite (Maniatis et al.) sur membranes de nylon 
Hybond-N (Amersham RPN1510N), 16 heures (une membrane par sonde) ; 

15 couplage covalent des ARN au nylon par chauffage des membranes seches 90 
min, a 80 °C. 



Hybridations et analyses 

- prehybridation des membranes individuelles dans 8 ml 
20 d'ExpressHyb (Clontech S1135)/0,1 mg/ml « salmon testes DNA, Sigma 

D7656 » denature ; prehybridation a 68 °C f 20 min (3 bouteilles a hybridation ; 
four Stuart) ; 

- hybridation 16 heures a 68 °C, apres addition de sonde marquee ; 

- 4 lavages en 2x saline sodium citrate (SSC) (Maniatis et a/.)/1 % 
25 SDS, a 68 °C, pendant 30 min; 1 lavage en 0,1x SSC/0,5 % SDS, a 68 °C; 1 

lavage en 2x SSC ; 

- autoradiographie des membranes enveloppees dans du « Saran 
wrap », a - 80 °C, sur film Kodak Biomax MS. Saisie des images ; 

- comptage direct de la radioactivite des spots a I'aide d'un 
30 Instantlmager (Packard Instruments). 



Analyse des proteines southern blot 

Les proteines ont ete repurifiees a partir des interfaces eau/solvant 
issues du protocole de purification des ARN. La fraction proteique totale a ete 
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preparee comme specifie dans le protocole d'utilisation du Tri-reagent. Les 
proteines ont ete finalement dissociees en tampon de depot d'electrophorese 
SDS (SDS-PAGE) ; les concentrations finales de SDS et de 2-mercaptoethanol 
etaient de 2 %. 

5 Les proteines ont ete separees par SDS-PAGE (gels d'acrylamide 8 

%) et transferees (transfert electrique en milieu liquide) sur nitrocellulose 
(Hybond, ECL, Amersham). Dans chaque serie, des controles sans anticorps 
primaires ont ete realises. Les membranes ont ete saturees par incubation 16 
heures (4 °C) dans un tampon PBS/0,05 % Tween 20/5 % lait ecreme (PBSTL). 

10 Les bandes de puits controles sans anticorps primaire ont ete decoupees pour 
traitement a part (incubation avec le conjugue peroxydase seulement). Apres 
lavages, les sites antigeniques specifiques ont ete marques par les anticorps 
primaires aux dilutions indiquees dans du PBSTL (voir tableau ci-dessous), 
pendant 1 h, a 37 °C. Les anticorps primaires fixes ont ete reveles par un 

15 conjugue anti-immunoglobulines - peroxydase. Apres lavages extensifs en 
PBST, I'activite peroxydase a ete revelee par la methode ECL (enhanced 
chimiluminescence, Amersham), sur film Kodak MP. La saisie des images a ete 
realisee sur GelPrint 2000i (BioPhotonics Corp.); les analyses densitometriques 
ont ete obtenues a I'aide du logiciel One-D-Scan (Scanalytics). 

20 

Le tableau ci-dessous liste les differents anticorps utilises. 



marqueur 


anticorps primaire 


reference 


dilution 


p-actine 


monoclonal 


Sigma A4700 


1/500e 


integrine a2p1 


melange polyclonal anti-a2 
+ polyclonal anti-pi 


Chemicon AB1944 
Chemicon AB1952 


1/500e 
1/500e 


collagene IV 


polyclonal 


Rockland 600-401-106-0.1 


1/1000e 



25 
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marqueur 


anticorps secondaire 


reference 


p-actine 


RAM-peroxydase (Blot) 
ou GAM-FITC (immunofluo.) 


Sigma A9044 
Tebu M30801 


integrine a2pi 


GAR-peroxydase (Blot) 
ou GAR -FITC (immunofluo.) 


Sigma A9169 
Tebu L42001 


collagene IV 


GAR -peroxydase (Blot) 
ou GAR -FITC (immunofluo.) 


Sigma A9169 
Tebu L42001 



Les resultats obtenus sont les suivants : 
Effets sur la transcription, northern blot 

Les effets observes par Phosphorlmager sont quantifies en % versus 

5 placebo. 



Traitement 


Integrine cc2 


Integrine 01 


Collagene IV 


P0 


0 


0 


0 


F1 


-17% 


+16% 


+21% 


F2 


-34% 


-2% 


-6% 


F3 


-30% 


-24% 


-12% 


F4 


-16% 


-39% 


+20% 


P0 a 72H 


0 


0 


0 


F1 a 72H 


+17% 


+12% 


-53% 


F2 a 72H 


-37% 


+12% 


-41% 


F3 a 72H 


-58% 


-1 8% 


-80% 


F4 a 72H 


-8% 


+6% 


-30% 



Actine (reference) 

L'ARN de tous les echantillons a ete quantifie ; la meme quantite 
10 d'ARN a ete deposee pour tous les echantillons traites. Ainsi, dans la mesure 
ou le nombre de copies de messager actine est considere comme stable et 
importante dans une cellule normale, la quantite de messagers actine doit etre 
stable en Tabsence de modifications profondes du profil d'expression des genes 
cellulaires (hyperproliferation, cytotoxicity... ). Mises a part quelques fluctuations 
15 experimental, la quantite de messager actine mesuree etait relativement 
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stable apres 18 h de traitement ; des fluctuations plus importantes ont ete 
observees au temps 72 h. 

La mesure de I'expression des differents marqueurs dans chaque 
echantillon a ete rapportee a I'expression relative d'actine dans le meme 
5 echantillon. 

Integrine a2 

Les traitements n'ont pas montre d'effet stimulant tres net sur 
I'expression de messager integrine o2. Seule la formulation F1 a montre une 
10 legere tendance, au temps 72 h seulement (+17 % par rapport au temoin). 



Integrine p1 

Les traitements n'ont pas montre d'effet stimulant tres net sur 
('expression du messager integrine 01. 
15 La formulation F1 a eu tendance a stimuler I'expression a 18 h (+16 

% par rapport au temoin) et a 72 h (+12 %). F2 a aussi eu tendance a stimuler 
I'expression, au temps 72 h seulement (+12 % par rapport au temoin). 

Collagene IV (chaine a2) 
20 Les formulations F1 et F4 ont eu tendance a stimuler I'expression au 

temps 18 h (de I'ordre de +20 % du temoin). Tous les traitements ont inhibe 
['expression de collagene IV au temps 72 h ; cet effet est apparemment relie a 
une forte intensite de marquage du collagene IV dans le placebo, a 72 h. 



25 Effets sur la quantite de marqueurs proteiques, western blot 

Les resultats sont donnes en chiffres relatifs par rapport a I'actine 
versus placebo, apres analyse densitometrique des bandes immunodetectees. 
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Traitement 


Integnne a2p1 


Collagene IV 


POa 18H 


0 


0 


F1 a 18H 


+90% 


+53% 


F2a 18H 


+87% 


+5% 


F3a 18H 


+34% 


-8% 


F4a 18H 


-3% 


-8% 


PO a 72H 


0 


0 


F1 a 72H 


+33% 


+10% 


F2 a 72H 


+47% 


+6% 


F3 a 72H 


+48% 


+44% 


F4 a 72H 


-34% 


+31% 



Pour memoire F3=F1+F2 

L'analyse immunoenzymatique a ete effectuee sur des fractions 
proteiques repurifiees et apres separation par SDS-PAGE. 

5 

Actine (reference) 

La bande d'actine etait parfaitement nette et reiativement homogene 
a I'interieur de chaque groupe d'echantiilons (18 h et 72 h ; un gel par temps de 
traitement). 

10 

Integrine oc2pi 

Contrairement au cas des autres anticorps utilises, le melange 
d'anticorps anti-integrines a genere un important bruit de fond rendant difficile 
interpretation des resultats. 
15 II apparait cependant que les formulations F1, F2, F3 ont eu 

tendance a augmenter I'intensite du signal a2p1. 

Collagene IV 

Les extraits d'epidermes traite par F1 pendant 18 h presentent une 
20 intensite du marquage du collagene IV superieure a celle des temoins (+53 % 
par rapport au temoin). L'effet etait moins net au temps 72 h. Ces resultats 
confirment ceux obtenus par northern blot. 
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Les traitements par F3 et F4 ont au contraire eu tendance a stimuler 
la production de collagene IV apres le double traitement de 72 h. 

Conclusions : 

5 Dans le test western blot, I'acide ursolique et le palmitoyl 

pentapeptide augmentent tous les deux la neosynthese d'integrine o231, sans 
avoir d'effet synergique entre eux. Dans ce modele, ces deux composes ont 
une faible action chacun sur la neosynthese de collagene IV ; par contre, a 72 
heures, ils ont une forte action synergique quand on les utilise ensemble. 
10 Quand a I'extrait peptidique de lupin blanc, s*il a une action 

negligeable sur la neosynthese d'integrine <x2J31, par contre il a a 72 heures une 
tres bonne activite sur la neosynthese du Collagene IV. 

Experimentation 3 : essai avec 3 composes en melange en 
15 comparaison avec les composes separes, selon le meme protocole que ci- 
dessus et en procedant uniquement a Tanalyse de I'expression du collagene IV. 

On a teste les produits suivants 

- Placebo : appele Po 

20 - Formulation 1 : Acide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium a 0,1% 
appele F1 

- Formulation2 : Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser a 3% 
appele F2 

- Formulation 3 : melange decide ursolique/acide oleanolique, sel de sodium a 
25 0, 1 % et de Gel de palmitoyl pentapeptide -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser a 3% appele F3 

- Formulation 4 : Extrait de lupin blanc a 1% appele F4 

- Formulation 5 = F1+F4 appele F5 

- Formulation 6 = F2+F4 appele F6 

- Formulation 7 = F1 + F2+ F4 appele F7 

30 en solution aqueuse dans 10 % final de PEG 400 

Resultats (analyse par Western blot versus placebo) : 
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Traitement 


Collagene IV 


P0 


' 0% 


F1 


+32% 


F2 




F3 


+25% 




+GY0 


F5 


+61% 


F6 


+60% 


F7 


+101% 



Conclusions 

Parmi les 3 composes, I'acide ursolique/oleanolique montre une 
augmentation de la neosynthese de collagene IV par rapport au placebo, tandis 
5 que le melange des trois composes montre une augmentation de la neo- 
synthese de collagene IV significativement plus importante avec un effet 
synergique evident. 

Experimentation 4 : 

10 

On a etudie les effets de la composition de I'exemple 1 sur une 
population de 40 femmes caucasiennes d'age moyen 46 ans, dont 3 de 
phototype II, 18 de phototype III et 19 de phototype IV et concernant le type de 
peau ; 36 a peau mixte et 4 a peau mixte a tendance grasse. 

15 Les experimentatrices ont procede a une application biquotidienne 

de la composition de I'exemple 1 pendant 8 semaines, en quantite usuelle, au 
niveau du visage dans son ensemble, contour des yeux et cou. 

On a procede a un controle de la tolerance et a une evaluation de 
Pefficacite par I'investigateur, 

20 - des empreintes cutanees, 

- des mesures cutometriques, 

- des macrophotographies a titre illustratif, 

- un questionnaire d'auto-evaluation complete par les volontaires. 



• 



30 




2813018 



Le deroulement de I'essai etait le suivant : 
Etat initial, SO : 

- examen medical d'inclusion, 

- verification des criteres d'inclusion et de non-inclusion, 

- cotation clinique initiale des signes fonctionnels et physiques de 



- empreintes cutanees au niveau de la patte-d'oie, 

- mesures cutometriques au niveau de la pommette, 

- macrophotographies de la patte-d'oie chez 15 volontaires. 

Apres 4 semaines de traitement (28 jours), S4 : 

- cotation clinique intermediate des signes fonctionnels et 



Apres 8 semaines de traitement (56 jours), S8 : 

- cotation clinique finale des signes fonctionnels et physiques de 



tolerance locale et d'efficacite, 

- empreintes cutanees au niveau de la patte-d'oie, 

- mesures cutometriques au niveau de la pommette, 

- macrophotographies de la patte-d'oie chez 15 volontaires, 

- auto-evaluation finale par les volontaires. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

Uexamen d'efficacite montre a Tissue de 8 semaines duplications 
biquotidiennes de la composition de I'exemple 1 : 

- une diminution significative de la laxite cutanee, des le premier 
mois de traitement, 

- une diminution du nombre de ridules, significative a partir du 
deuxieme mois de traitement, 



tolerance locale et de I'etat cutane avant traitement, 



physiques de tolerance locale et d'efficacite, 

- empreintes cutanees au niveau de la patte-d'oie, 

- mesures cutometriques au niveau de la pommette, 

- auto-evaluation intermediate par les volontaires. 
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- une diminution significative de la profondeur de ces ridules des le 
premier mois, 

- une diminution de leur longueur, significative au cours du 
deuxieme mois. 

5 L'ensemble des parametres analyses sur les empreintes cutanees 

de la patte-d'oie montre une evolution favorable au cours des 8 semaines de 
traitement, avec en particulier une diminution statistiquement significative de la 
rugosite moyenne, une diminution notable de I'ecart maximum, et une 
diminution significative de la proportion de sillons de profondeur moyenne 

10 (Classe2). 

Les mesures cutometriques permettent d'objectiver de maniere 
statistiquement significative une peau plus tendue, moins fatigable et plus 
tonique ; ces effets, caracterisant une amelioration de la fermete de la peau, 
sont significatifs des le premier mois de traitement. 

15 Enfin, les questionnaires d'auto-evaluation refletent une perception 

tres favorable de la composition de I'exemple 1 par une tres forte majorite des 
volontaires, aussi bien en ce qui concerne ses qualites cosmetiques que son 
efficacite ; elle est jugee efficace ou tres efficace en tant qu'anti-rides et 
raffermissant par 91% des sujets, et 87.5% des volontaires acheteraient ce 

20 produit qu'elles ont note 8/1 0 en moyenne. 



Experimentation 5 : 

On a etudie les effets de la composition de I'exemple 2 sur une 
25 population de 34 femmes caucasiennes d'age moyen 52 ans, dont 17 de 
phototype III et 17 de phototype IV et concernant le type de peau :15 a peau 
legerement seche et 19 a peau moderement seche. 

Les experimentatrices ont procede § une application biquotidienne 
de la composition de I'exemple 2 pendant 8 semaines, en quantite usuelle, au 
30 niveau du visage dans son ensemble, contour des yeux et cou, ainsi qu'au 
niveau d'un avant-bras. 

On a procede a. un controle clinique de la tolerance et a une 

evaluation de I'efficacite par, 
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- des empreintes cutanees, 

- des mesures cutometriques, 

- des macrophotographies a titre illustratif, 

- un questionnaire d'auto-evaluation complete par les volontaires. 

5 

Le deroulement de I'essai etait le suivant : 
Etat initial, SO : 

- examen d'inclusion, 

- verification des criteres d'inclusion et de non-inclusion, 

10 - cotation clinique initiate des signes fonctionnels et physiques de 

tolerance locale et de I'etat cutane avant traitement, 

- empreintes cutanees au niveau de la patte d'oie, 

- mesures cutometriques au niveau de la pommette, 

- macrophotographies de la patte d'oie chez 15 volontaires, 

15 

Apres 4 semaines de traitement (28 jours), S4 : 

- cotation intermediate des signes fonctionnels et physiques de 
tolerance locale et d'efficacite, 

- empreintes cutanees au niveau de la patte d'oie, 
20 - mesures cutometriques au niveau de la pommette, 

- auto-evaluation intermediate par les volontaires. 

Apres 8 semaines de traitement (56 jours), S8 : 

- cotation clinique finale des signes fonctionnels et physiques de 
25 tolerance locale et d'efficacite, 

- empreintes cutanees au niveau de la patte d'oie, 

- mesures cutometriques au niveau de la pommette, 

- auto-evaluation finale par les volontaires. 



30 Les resultats obtenus sont les suivants : 

L'efficacite anti-rides est cliniquement caracterisee par une 
diminution significative de la laxite cutanee, de la quantite de ridules et de leur 
profondeur ; ces ameliorations sont statistiquement significatives des le premier 
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mois de traitement. Une diminution de la longueur des sillons s'amorce 
egalement de fa?on significative aii cours du deuxieme mois de traitement. 

L'ensemble des parametres analyses sur les empreintes cutanees 
de la patte-d'oie evolue favorablement au cours des 8 semaines de traitement, 
5 avec en particulier une diminution significative de la longueur developp6e, du 
nombre total de sillons et de la proportion de sillons de profondeur moyenne, 
ces evolutions intervenant au cours des 4 premieres semaines de traitement. 

Les mesures cutometriques permettent d'objectiver de maniere 
statistiquement significative une peau plus tonique, moins fatigable et plus 
10 tendue ; Amelioration de la tonicite et les effets tenseur et « anti-stress » se 
manifestent des la 4 eme semaine duplications de fa$on statistiquement 
significative. 

Enfin, les questionnaires d'auto-evaluation refletent une perception 
tres favorable du produit teste par une tres forte majorite des volontaires, aussi 
15 bien en ce qui concerne ses qualites cosmetiques que son efficacite ; il est juge 
efficace ou tres efficace en tant qu'hydratant, anti-rides et raffermissant par 
91% des sujets. 82% des volontaires acheteraient ce produit qu'elles ont note 
8/10 en moyenne. 

20 
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REVENDICATIQNS 

1. Une composition cosmetique renfermant au moins un compose 
stimulant la neosynthese d'au moins un element important de la jonction dermo- 

5 epidermique. 

2. Une composition cosmetique selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que ledit compose stimule la neosynthese d'au moins deux.trois elements 
importants de la jonction dermo-epidermique. 

3. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 et 2, 
10 caracterisee en ce que les elements importants de la jonction dermo- 
epidermique sont choisis parmi les laminines, I'integrine a2p1 et le collagene IV. 

4. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce qu'elle renferme de I'acide ursolique ou de I'acide 
oleanolique. 

15 5. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a 4, 

caracterisee en ce qu'elle renferme du palmitoyl pentapeptide dans lequel le 

pentapeptide a la sequence ; -Lys-Thr-Thr-Lys-Ser. 

6. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a 5, 

caracterisee en ce qu'elle renferme un extrait peptidique de Lupin blanc. 
20 7. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a 6, 

caracterisee en ce qu'elle renferme de I'acide ursolique qui represente de 

0,001 % a 10 % de la composition terminee. 

8. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce qu'elle renferme de I'acide oleanolique qui represente de 

25 0,00025 % a 2,5 % de la composition terminee. 

9. Une composition cosmetique selon I'une des revendications 1 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle renferme du palmitoyl pentapeptide qui represente de 
0,1 a 30 ppm de la composition terminee. 

10. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a 9, 
30 caracterisee en ce quelle renferme de I'extrait peptidique de Lupin blanc qui 

represente de 0,2 % a 10 % de la composition terminee. 



* 

I 
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11. Une composition cosmetique selon Tune des revenclications 1 a I 
10, caracterisee en ce qu'elle renferme 0,01% a 5% d'acide ursolique ou d'acide 
oleanolique associe a 0,1 a 30 ppm de palmitoyl pentapeptide. \ 

12. Une composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a ! 
5 11, caracterisee en ce qu'elle renferme 0,2% a 2% d'acide ursolique ou d'acide 

oleanolique associe a 1 a 10 ppm de palmitoyl pentapeptide. 

13. Utilisation d'un compose stimulant la neosynthese d'au moins un 
elements important de la jonction dermo-epidermique tel que des laminines, 
et/ou de I'integrine a2pi et/ou du collagene IV, dans la lutte tant curative que 

10 preventive contre les effets du vieillissement cutane. 

i 
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a la date de d6p6t et qui n'a ete publie qu'a cette date 

de d6p6t ou qu'a une date posterieure. 
D : cite dans la demands 
L : cite pour d'autres raisons 

& : membre de la mfime famille, document correspondant 
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RECHERCHE INCOMPLETE 
FEUILLE SUPPLEMENTAIRE C 



2813018 



Numero de la demand© 



FA 591307 
FR OG10773 



Certaines revendi cations n'ont pas fait Tobjet (Tune recherche ou ont 
fait Tobjet d'une recherche incomplete, a savoir: 

Revendi cations ayant fait 
Tobjet de recherches completes: 
aucune 

Revendi cations ayant fait 
Tobjet de recherches incompletes: 
1-13 

Raison: 

Les revendi cations 1-13 ont trait a une tres grande variete de composes 
(compose stimulant la neosvnthese d'au moins un element important de la 
jonction dermo-Spidermiquej Un fondement et/ou un expose ne peut 
cependant etre trouve que pour un nombre tres restreint de ces composes 
revendi ques. Dans le cas present, les revendi cations manquent a un tel 
point de fondement qu'une recherche significative couvrant tout le 
spectre revendi que est impossible. 



Par consequent la recherche a ete effectuee pour les parties des 
revendi cations dont Tobjet apparait etre clair, fonde et suffis 
expos£, h savoir les composes cites dans la description et les 
revendi cations et dans Tesprit general de Tinvention. 
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